





In our laboratory, we have been studied about the function for commercially important genes of soy-
bean and the application of them for molecular breeding purpose by using a reverse genetics technique
with the information of soybean genome. As a part of our project, “Soybean mutant library” have been
developed and preserved. This “Mutant library” consists of approximately 36,000 M 3 seeds and their
genomic DNAs that are obtained from different mutagens (such as X-ray or EMS) treated populations.
This “Mutant library” is an indispensable material for reverse genetic research using Targeting Induced
Local Lesions IN Genomes (TILLING)-like method, but it is quite difficult to provide an adequate
amount of genomic DNAs due to screening for huge numbers of target genes. The re-extraction and/or
scale-up preparation of genomic DNAs from these large numbers of mutant lines are very labor-intensive
and nearly impossible, and so it have been desired to develop the efficient method for re-amplification of
the once prepared genomics DNA set in vitro .
However, there is no report applying re-amplified genomic DNAs for TILLING analysis as tem-
plates. In this study, we try to evaluate the re-amplification efficiency of “Soybean mutant library” by us-
ing Multiple Displacement Amplification (MDA) method that has a higher fidelity and amplification effi-
ciency than the other in vitro amplification methods for genomic DNA. As a result, it demonstrated that
re-amplified genomic DNAs with the MDA method optimized in this study had an enough quality as
TILLING templates.
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でに保存されている少量のゲノム DNAサンプルを鋳型として in vitro で再増幅することがで
きれば，一旦作成した変異体の DNAセットをより有効に使用できると考えられる．
これまで，ヒトの単一細胞や血液など希少サンプルからのゲノム DNAの回収等を目的とし
























duced Local Lesions IN Genomes）法による突然変異系統の検出が可能であるかという点につい
て検証を行った．
３０ 佐賀大学農学部彙報 第９５号（２０１０）














ター，Phi２９DNA pol. : Phi２９ファージ p3遺伝子，pUC ori.：pUC複製開
始点，T７pro.：T７ファージプロモーター，T７ter.：T７ファージターミネー
ター，URA3：ウラシル要求性マーカー遺伝子．
中島・穴井：ダイズ突然変異体ライブラリーの増幅を目的としたMultiple Displacement Amplification（MDA）法の最適化 ３１
約３時間タンパク質の発現を誘導した．
組換え型 Phi２９DNAポリメラーゼの精製は Lázaroら１４）の方法を一部改変して行った．凍結







NaClとなるように Buffer B（Buffer A＋２mM ZnSO４）で希釈した後，再度 Phosphocellulose P-１１

































４種類の遺伝子（GmFAD2-1a, GmFAD2-1b, GmSte-2a および GmActin）の検出には，それぞ
れの配列に特異的なプライマーセット（GmFAD2-1a-INT1-F1; 5’-tacatattacacattcagcaaaacaactga-3’
および GmFAD2-1-Full-H-R1; 5’-gggaagcttatacacaaagtcattacgcggcaa-3’, GmFAD2-1b-INT1-F1; 5’-tct
gtcacttccctccattcattttg-3’および GmFAD2-1-Full-H-R1; 5’-gggaagcttatacacaaagtcattacgcggcaa-3’, GmSte
2-Full-F1; 5’-cccaccaccgccaccttcttccgccgtta-3’および GmSte2-SEQ5R; 5’-agaaagctccgattgccatgtcacgt-
3’もしくは GmACT1HT-F1; 5’-gtttgcgacaatggaacaggaacaggaatggttaag-3’および Soy-Actin-R; 5’-taatc
ttcatgctacttggggc-3’）を用い，最終濃度が４０mMの Tricine-KOH（pH９．２），１５mMの KOAc（pH
６．０），３．５mMの Mg（OAc）２，３．７５／mlの BSA，０．００５％ Tween-２０，０．００５％の NP-４０，２００
µMの dNTPs，５０units/mlの Pfu DNAポリメラーゼ，各１µMのプライマーセットおよび３０～
０．０３ng/µlの鋳型 DNAを含む反応液を調整し PCRによる増幅を行った．なお，本 PCRでは，
９５で５分間の処理を一回行った後，９５で３０秒間；６５で３０秒間；７２で９０秒間の処理を３５
回繰り返し，最後に７２で５分間の処理を一回行うプログラムを用いた．また，TILLING法
による変異の検出に用いた５種類の遺伝子（GmFAD2-1a, GmFAD2-1b, GmphyA1, Gmβ-1,3-
Glucanase および GmFAD3-2a）の増幅には，それぞれの配列に特異的なプライマーセット
（GmFAD2-1-Full-F3; 5’-attgatagcccctccgttcccaaga-3’および GmFAD2-1-SEQ-3R ; 5’-attgtgagtgtgac
gagaagagaaac-3’, GmFAD2-1b-INT1-F1および GmFAD2-1-Full-H-R1, phyA1-L34844-F ; 5’-cctagcca
atcatccagcaattcaa-3’および Gm38×67-R1 ; 5’-gtgcatctcgcatcagcatacaca-3’, Gm13glu-F2 ; 5’-gatcaattac
cagtttcaatccaagtca-3’および Gm13glu-R1 ; 5’-gagtaatcagcaccgagtttatga-3’ , GmFAD3-2a-Full-F ; 5’-gtg
acatgtatgaatgatgtatcttgta-3’および GmFAD3-2a-INT1-R ; 5’-gtgtgcgatgtataaagaaagtgtga-3’）を用い，






て，前述の PCR法により GmFAD2-1a 遺伝子の増幅を行った後，得られた PCR産物を再度熱
変性した後，ゆっくりとヘテロデュープレックスの形成を促した．この溶液に，それぞれの最



















































































































極めて困難であることから，一旦作成したスクリーニング用の DNAセットを in vitro で効率
的に再増幅する方法の開発が待たれていた．しかしながら，これまでに in vitro で再増幅した
ゲノミック DNAを鋳型として TILLING法によるスクリーニングを行った例は報告されてい
ない．
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